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PRACTICA — ESTUDIO DE LA ESTRUCTURA GENETICA DE POBLACIONES.
IMPLICACIONES PARA LA CONSERVACION

El objetivo de esta practica para el estudiante es familiarizarse con el estudio de marcadores
genéticos, obtener algunos resultados genéticos sencillos y poder tener una vision critica
que sirva para desarrollar conclusiones para la conservacion de especies amenazadas.
Para ello, empelaremos los datos genéticos proporcionados por el profesor de una especie

amenazada y realizaremos varios analisis guiados, asi como una puesta en comun.

Para esta préactica empelaremos los datos del trabajo realizado por Lazaro-Nogal et al.
(2017) Ecology and Evolution (https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1002/ece3.2940).
Es un trabajo que ha empleado marcadores de tipo microsatélite (marcadores neutrales)

con la especie Cneorum tricoccon en toda su distribucién.
Especie de estudio: el Cheorum tricoccon.

La olivilla Cneorum tricoccon (Cnheoraceae) es un arbusto relicto del terciario de hasta un
metro de altura (Figura 1) y medio porte. Su distribuciéon se desarrolla a lo largo del arco
mediterraneo norte, desde las costas de
Granada, Cataluiia, el sur de Francia y el litoral
este de ltalia, asi como en varias islas y
archipiélagos (Baleares, Sicilia y Cerdefia).
Habita el maquis costero mediterrdneo
(bosque mediterraneo arbustivo), altamente
amenazado por la presion urbana y las

acciones antrépicas en general, lo cual ha

V2 : provocado su clasificacion como vulnerable
Figura 1-Individuo de Cneorum triccocon  (y) segtin la UICN a nivel global. En relacion

a su dindmica poblacional, su caracteristica
mas importante es su proceso de dispersion, dado que desarrolla unos frutos carnosos que
pueden ser ingeridos por animales de pequefio y mediano tamafio. En las islas Baleares,
se ha documentado la dispersién por medio de lagartos y lagartijas como Podarcis lilfordi o

P. pituyensis (Figura 2) mientras que en las poblaciones continentales, al haber


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1002/ece3.2940
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desaparecido estos lagartos, su papel lo han sustituido mamiferos como la marta (Martes
martes) o la comadreja (Mustela nivalis). El impacto de esta sustitucién de los dispersores
es aun desconocido en la dinamica
poblacional. A su vez, debido a los
impactos antropogénicos, algunas de las
poblaciones se han visto alarmantemente
reducidas, con un bajo numero de

individuos.
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Figura 2 — Podarcis lilfordi mirando un
apetecible fruto de Cneorum tricoccon.

Antes de este estudio, se han realizado algunas aproximaciones a la genética del Cneorum

tricoccon con marcadores plastidiales. Los resultados (no publicados) demuestran que las

poblaciones de Baleares y de Catalufa-Sur de Francia son las mas diversas y

posiblemente, uno de los puntos centrales en la distribucion de la especie (Figura 3).

Figura 3 — Estudio con marcadores plastidiales de Cneorum tricoccon.
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Por ello, realizamos un trabajo con marcadores microsatelite, para poder evaluar con mas
resolucion la diversidad genética, el flujo genético entre poblaciones y poder realizar

algunas consideraciones y recomendaciones en su conservacion.

Andlisis de marcadores microsatélites: GenAIlEx. Diversidad y diferenciacion

genética

GenAlEx (http://biology-assets.anu.edu.au/GenAlEx/\Welcome.html) es un software basado

en Excel (Peakall and Smouse 2006 Molecular Ecology Notes), con una serie de macros
Walkomaiit e BanAiEB.E vibels gue permiten realizar los célculos basicos de
genética de poblaciones. Tiene algunas

ventajas, como es la facilidad de uso y la

GenAlEX capacidad de trabajar con varios formatos de

| datos (Figura 4). Emplearemos GenAlEx para
realizar los calculos basicos de diversidad
genética, el aislamiento y la diferenciacion
como son la heterocigosidad observada y
esperada (Ho y He), el nimero de alelos por

poblacion (Na), el porcentaje de loci

polimérficos (%P), los alelos privados, (alelos

Figura 4 - GenAlEx que estan presentes en una uUnica poblacion,
Arriv) Y el coeficiente de endogamia (F). También lo emplearemos para calcular los
coeficientes de diferenciacion entre pares de poblaciones (Fsr). Para ello, proporcionamos
una tabla Excel que debes de rellenar con cada uno de los parametros, que nos permite
sintetizar la informacion a nivel poblacional y que tiene informacion sobre el tamafio de las

poblaciones y el potencial dispersor de la especie.

Para ello, tenéis que usar la opcién “Frecuency” de GenAlEx, considerar que los
microsatelites son marcadores codominantes (permiten diferenciar heterocigotos de
homocigotos) y explorar tantas opciones como considereis para hacer los calculos
necesarios. Tener en cuenta que GenAlEx permite hacer multitud de aproximaciones (por
locus, por poblacion, por locus y poblacién...), pero que solo necesitamos aquellas a nivel
poblacional medio (podéis hacer las otras, pero no son necesarias). Los resultados
apareceran como hojas de Excel anexas (Resultados Cneorum A Rellenar) que teneis que

explorar.


http://biology-assets.anu.edu.au/GenAlEx/Welcome.html

Restitucidn genética de poblaciones Curso 2017-2018

Pregunta 1 - ¢ Qué conclusiones podemos sacar en relacion a la diversidad genética de las
poblaciones? ¢ Coinciden los resultados con los obtenidos con los marcadores plastidiales
(Figura 3)? ¢ Podéis obtener algun tipo de conclusién con los pardmetros biol6gicos dados
(Dispersor o Tamario poblacional)?

Pregunta 2 - ¢ Qué consecuencias puede tener estos niveles de coeficiente de endogamia?
¢Coincide con los resultados de diversidad genética? ¢Podéis obtener algin tipo de

conclusion con los parametros biolégicos dados (Dispersor o Tamafio poblacional)?

Pregunta 3 - ¢(Qué resultados obtenemos a nivel de diferenciacion genética? ¢Hay
migracion entre las diferentes poblaciones? ¢ Coincide con otros parametros de aislamiento,

como los alelos privados? ¢ Hay algun patrén de aislamiento por distancia?

* Bonus track — Con la opcién de Shannon — Pairwise statistics se puede calcular el numero
de migrantes entre poblaciones (Nm). Calcularlo y evaluar si los valores son coincidentes

con los obtenidos con el Fsr.

Andalisis de marcadores microsatélites: GenAlEx. Analisis de estructura

genética (PCA y clustering).

GenAlEx permite realizar algunos andlisis basicos de estructura genética. Entre ellos
permite realizar un andlisis de componentes principales (PCoA), que de caracter
exploratorio, puede ser util para obtener una primera aproximacion de la estructura
genética. Para ello, debéis de estar en la hoja de diferenciacion o distancias genéticas (por

ejemplo Fst 0 Nei) y explorar la opcién del PCoA que os despliega GenAlEX.

Pregunta 4 - ¢ Qué conclusiones podemos obtener a partir del PCA? ¢Qué porcentaje de
variabilidad explican los 2 ejes del PCA? Si se hace un PCA con el eje 3, ¢, Cambian algunas

conclusiones?
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GenAlEx no puede realizar analisis de clusters. Para ello resulta necesario recurrir a otros
tipos de software mas concretos y dedicar un alto tiempo de computacién (salvo que se
disponga de un poder de computacioén avanzado. Por ello, proporcionamos las salidas de
STRUCTURE (Figura 5), probablemente el andlisis de clusters mas usado. Para un buen
célculo de STRUCTURE, es necesario explorar todos los posibles escenarios posibles (K
grupos o clusters) y compararlos entre si. Los analisis muestran que K=6 es el resultado

mas plausible.
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Figura 6 — Salidas de STRUCTURE, desde K=a2aK=6.

Pregunta 5 - ¢Qué conclusiones podemos sacar del andlisis de estructura con la

aproximacion de clusters? ¢ Es coincidente con los PCA y a qué nivel?

Andlisis de marcadores microsatélites: NeEstimator, ejemplo de software para
calculo de tamafio poblacional efectivo.

Existen multitud de programas y aproximaciones para calcular los tamafios efectivos
poblacionales. La mayor parte de estas aproximaciones estan pensadas para animales y
produccion ganadera (pesquerias, rebafios, cabafia ganadera necesaria etc.). Ademas,
suelen ser muy intensos a nivel computacional. Para esta practica, vamos a utilizar la

aproximacion desarrollada por el programa de orientado a pesquerias Ne Estimator
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software 2.1 (http://www.molecularfisherieslaboratory.com.au/neestimator-software/), el

cual tiene una version GUI (Graphical User Interface, Figura 7) muy intuitiva.

| 4| Ne Estimator SE——

File Run Help
INPUT Methods

[¥] Linkage Disequilibrium - Model.

Directory:  C:\Users\alfredo. garcia\Desktop\Practica Master Browse | @ Random Mating () Monogamy

Choose File: | DatosGenePop | [ ListFiles with exensions TXT, GEN, DAT only (] Heterozygate Excess

(V] Molecular Coancestry

Data Format: (8) GENEPOP ) FSTAT
(/] Temporal, Plan T More Choices |
Line 1 Title line-"Codominant data template™ Info | 015 2| I
OUTPUT Critical Values (ignored by Coancestry) !
0.05 <oc add |
0.02
Directory: | C:\Users\alfredo.garcia\Desktop\Practica Master Browse 0.01
l—l Highlightitemto | Delete |
File Name: | DatosGenePophe td [¥] Use Default Name (uncheck to edit) |
(] For LD only. Exclude singleton alleles I
_J Main and Tabular-Format Qutput Files to be appended (] Also run without frequency restriction
ADDITIONAL OUTPUT FILES: (Names are preset, not editable) . I
Options
("] output File(s) in tabular format, for the top critical value(s). Name(s): (] No Qutputfor Confidence Intenvals
|| Population range to run
(] Output LD Burrows coefficients Mame: B LR (T T2 e
Only for populations in range: (max=50), and only for the top critical value(s) L Restrict Loci by

[_J Output File for Frequency Data for all loci- details up to 100 loci. Name:

Only for populations in range: (max = 50) Create Parameter Files | |
[J LD Iocus pairing  acrass chromosomes
L Qutput for missing data if any. Name: =>> RunlNe >>> 2 |

Figura 7 — GUI del Ne Estimator.

Para ello, ejecutar la opcion NeEstimator2x1 autoejecutable (aplicaciéon basada en Java,
hay que tener la maquina de Java actualizada). El programa trabaja con los datos en
formato GenPop, los cuales los tenéis en la carpeta de la practica
(DatosGenepopNeEstimator). El programa permite multitud de opciones y aproximaciones
(se puede consultar en la web y en las referencias citadas). Para esta practica, trabajaremos
con las opciones por defecto. La salida generara un output en formato .txt con multitud de
datos y aproximaciones. Vamos a tomar el algoritmo mas sencillo (Linkage desequilibrium
method, lowest allele frequency used) basado en genes asociados. Se pueden obtener
resultados con varias frecuencias usadas. Es posible que algunas poblaciones no pueda
calcularse (aparecera como “Infinite”).

Pregunta 6 - ¢{Qué poblaciones presentan un menor tamafo efectivo? ¢Concuerda con
algin otro pardmetro genético?¢,Cual presenta mayor diferencia con el numero de

individuos muestreados?


http://www.molecularfisherieslaboratory.com.au/neestimator-software/
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Pregunta 7 - A raiz de los resultados obtenidos ¢Qué conclusiones podemos hacer en
relacion a la conservacion del Cneorum tricoccon? ¢ Qué poblaciones presentan problemas
genéticos graves (0 mas graves)?¢Qué acciones promoverias para mejorar el estado de

algunas poblaciones dentro de un plan de gestion de la especie?



